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Chapitre 1 : INTRODUCTION. 

A. LES RADICAUX LIBRES. 

Le dégénérescence ce11ule1re est un phénomène générel en 

biologie, il feit pertie du renouvellement normel de divers t1ssus meis peut 

s·eccélérer dens des conditions petholog1ques et è le fin du v1e1111ssement 

a·un enimel. 

De nombreuses hypothèses ont été émises quent eux ceuses et eux 

mécentsmes responsebles des dégénérescences essoc1ées eu v1e1111ssement. 

L'une d'entre elles, fe1sent intervenir les red1ceux 11bres (Gordon, 1974), 

suggère qu'ils pourrei ent jouer un rô 1 e prépondérent dens des cond1 t ions 

pathologiques et dens le vieillissement des cellules (Le1bov1tz et 51ege1, 

1980; Fr1dov1tch, 1978). c·est dens ce cedre que se s1tuere notre treve11. 

1. PRQDUÇTION. 

Les rediceux 11bres sont des molécules très réect1onnelles 

produites lors de le réduction de l'oxygène. Cette réduction est un 

processus monovelent qui engendre d'ebord le formetion du redicel 

superoxyde W2·(-)). Celui-ci peut ensuite réeg1r avec d'autres molécules 

pour eoout1r è le f ormet ion de red1ceux libres dont le grende réect1vité 

s·expltque perle f e1t qu'11s possèdent un électron non epperté sur J'orbite le 

externe : 

HzO 
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Le redicel superoxyde peut euss1 réeg1r evec le peroxyde 

d'hydrogène ·créent de le sorte un redicel encore plus réecttonnel : le redicel 

hydroxyle (OH·). Cette réection, connue sous le nom de réect1on d'Heber­

Weiss peut être cetelysée por des treces de fer ou d'autres métaux de 

trensition tels que le cu1vre : 

02·(-) + H202 ----------> 02 + OH- + OH· 

Fe2+ + H202 ----------> Fe3+ + OH- + OH· 

Les rediceux libres sont produits dens le cellule per une série de 

processus (pour une revue, voir Mc Cord et Frtdovitch, 1978; Roberfroid et 

61, 1966) : les plus importents sont l'euto-oxydetion de certeines molécules 

comme les hydroquinones, les cetécholemines, le ferrédoxine ... , rectivtté de 

plusieurs oxydeses comme le xenthine et l'eldéhyde oxydeses (Fridovitch, 

1978), les trensf erts d'électrons, notemment dens le membrene interne de 

le mitochondrie (Turrens et Boveris, 1980), lors du fonctionnement du 

cytochrome P 450 du réticulum endoplesmique (Pederson, 1972) et lors de le 

phogocytose des polymorphonucléetres neutrophiles et des mecropheges. 

Enfin, certeins agents extérieurs comme les rediettons et l'ozone, et 

certaines molécules exogènes telles que le perequet, l'edriemycine, le 

nitrofurentoïne, le benzopyrène, etc ... peuvent eugmenter le production de 

ces tntermédteires rediceleires (Trush et 61., 1982). 

2. TOXICIU. 

L'eugmentetion de le production de Oz·(-) montre que cette forme 

redicele1re ceuse de nombreux dég~ts è le cellule : 02.(-) peut tuer des 

5 



tJocléri~s .. inoctlver des membrones biologiques, cittciquer les cicides 

nuclé1oues . les protéines et les polyseccherides. 

Les rediceux libres ettequent principelement les lipides gres 

poiytr,soturés conduisent è le production d'hydrocerbures voletils comme 

l'éthene et le pentone (Teppel et Dillerd, 1981) et de melondieldéhyde 

IToppel _. 198 n. Ce dernier_. lié eux phospholipides _. eux ecides nucléiques ou 

oux protéines .. donne nei ssonce è des pigments non dégrodobles_. tels que lo 

lipoiuscin~ .. ou1 s·eccumulent progressivement dens les lysosomes (Teppel _. 

197 3 ). Cerleins dérivés de le peroxydelion lipidique_, en porliculier certeins 

el àéh~des_. présentent des propriétés cytotoxiques importontes (Comporli .• 

1965), 

Hormis les llpides, il existe d'eutres molécules qui possèdent des 

lioisons 1nsoturées et qui constituent égelement le cible des etteques 

reidi cala i res. C'est einsi Que Lesko (1980), de même Que Brewn et Fridovitch 

( 1981) ont montré in i,,itro aue 90 1 des lésions de l'ADN eprès irredietion 

étaient dues è des etteQues per OH-et 02-<-)_ Celles-ci peuvent notemment 

proYoQuer des scissions dons le cheîne d'ADN. Les protéines peuvent eussi 

être etteauées per les rediceux libres, surtout eu n1veeu de leurs 

groupements thiols , ce qui entreîne souvent l'inectivetion des enzymes 

(H~lliwell ,. 1965). 

8. LES PROTECTIONS CONTRE LES RADICAUX LIBRES. 

Un équ111bre complexe entre lo product1on de ces red1ceux et le 

cepecité Qu'ont les cellules è neutre11ser de telles molécules est nécesseire 

il le survie des orgen1smes oérobies (Housset et Junot, 1983). Au cours de 
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l'évolution , les systèmes biologiQues ont mis ou point différents 

rrréceni smes de défense ont i oxydemts. 

Trois enzymes sont d'importence pnmordiole (Leibovitz et 

Siegel, 1980.: Junot .. 1986) : 

- les superoxydes dismuteses qui cetelysent le dismutetion des 

redi ceux superoxydes en oxygène et en peroxyde d'hydrogène : 

02 (-) + 02·(-) + 2H+ ----------> H202 + 02 

Les superoxydes di smuteses sont présentes, chez 1 es euceryotes, 

dtms l'espace intermernbreneire et le motrice des mitochondries einsi que 

dtins le cytosol (t1c Cord, 1979). Ces enzymes constituent le première ligne 

de défense de lei cellule contre les formes rodiceleires déri vées de 

1 · oxygèr,e. 

Cependent, leur ectivHé eboutit è le formetion de peroxyde 

d'h~drogène égelement très toxiQue. Cette molécule est reletivement steble 

mois peut être réduite perle redicel superoxyde ou 1'1on ferreux : 

02·(-) + H202 ----------> OH- + OH· + 02 

f e2+ + H202 ----------> fe3+ + □H- + OH· 

Cette réectlon emène le production du redicel hydroxyle, oxydent 

extrêmement pu1ssent v1s-d-v1s des composents ce11ule1res. 11 est 

notemment responseble de l'hémolyse des érythrocytes hume1ns {Stock, 

l973). 

11 est donc nécesse1re que le peroxyde d'hydrogène so1t é11m1nè. 

C'est le rôle de deux eutres enzymes : 

- le cetelese qu1 àètox1f1e le peroxyde d'hydrogène : 

H202 + H202 ----------> 02 + 2H20 
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- le glutethion peroxydese QUl réduH les hydroperoxydes orgeniques et 

le peroxyde d'hydrogène.. et contribue de le sorte è l'intégrité des 

membnmes biolog1oues . 
2GSH + ROOH ----------> GSSG + ROH + H20 

A côté de ces enzymes, se trouvent des entioxydents neturels 

(Burton et 81., 1983; Dobe et 4/., 1985) dont les plus courents sont : 

- 1'~-tocophérol (vitomine E). So liposolubilité lu1 permet de s'insérer 

d1ms tes mernbrenes biologiques et de les protéger einsi de le peroxydetion 

11 Di di que en b 1 oQuent t 1:1 propegeti on des redi ceux peroxydes. 

- l'ecide escorbioue (vitemine C), eu cerectère hydrophile. 11 joue en ce 

sens un rôle comolémenteire è le vitemine E dens le défense contre les 

d8rivés de l'oxygène. 

- te glutelhion oui , por son cycle, est indispensebte dens le 

rnétebolist,Uon de peroxydes hpidioues toxiques, dens le détoxificetion de 
l'H2O2 extrecelluleire (Suttorp et 4/., 1966), dens l'ectivité de le glutethion 

peroxydose et dons le régénérotion de l'ecide ascorbique et de 1'~­

tocoohérot. 

Si ces mécenismes sont habituellement suff1sents pour meintenir 

n,oméostesie celluleire, une eugmentetion de le production rediceleire ou 

une diminution des défenses entioxydentes rompt cet éQu111bre et permet è 

le toxicité des rediceux de s'exprimer. 

Envisogeons, por exemple, le ces des chondrocytes erticuleires et 

les etteques rediceleires qu'ils peuvent subir : dens les cond1t1ons 

phys101ogiQues normoles, les chondrocytes sont entourés d'une metnce 
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extrc,celluloire composée essentiellement de collogène et de 

protéoglyccmes.: le tout forme le certnege en contect evec le liquide 

synoviel contenont peu de polymorphonucléeires neutrophiles et de 

mc,crophoges. L'etloQue por les redicoux libres est donc très feible. 

En cos d'inflommotion . comme dens l'arthrite rhumatoïde, 

l'erticuletion subit une egression extérieure : l'espace erticuleire est alors 

envahi por des polymorphonucléoires neutrophiles et des macrophages 

(MHinflrdi , 1985). Ces cellules sont activées, sécrétant notamment de le 

c:üll&génese Qui dégn,de eir,si le metrice extrecelluleire entourent les 

chondrocytes. Les chondrocytes sont dès lors exposés eux radicaux produits 

dons le cepsule synoviale. 

L'importence des systèmes de défense Que possède le cellule c, 

déjô été mise en évidence grêce è le technique de microinjection pour des 

cellules cultivées sous une atmosphère riche en oxygène (Rees P.t 4/., 1987). 

A cette occesion .. il e été montré que l'injection de checune des trois 

enzymes protège efficecement des fibroblestes humeins Wl-36 soumis à 

une ou deux atmosphères d'oxygène o 95 1 et de C02 è 5 1. 

Dens ces conditions, ce sont le glutothion peroxydose et le 

cetolese Qui se sont montrées les plus ectives eussi bien pour prévenir le 

mortelité des cellules que pour meintenir leur potentiel proliféretif. 

Cependent ces expériences se dérouleient dens des conditions 

drestioues et non physio~tques pour le cellule : en effet c'est le 

production rediceleire qu1 éteit eugmentée pour rompre l'équilibre existent 

dtms le cellule entre l'eccumulotion des dérivés de l'oxygène et leur 

èliminetion per les systèmes enzymetiques ou neturels précédemment 

décrits. C'est pourquoi nous eYons voulu epporter des renseignements 

complémenteires è ces recherches per une epproche différente : nous evons 

pensé è le diminution spécifique de certeines défenses entioxydentes telles 
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Que 1o cotolose et lo glutothion peroxydose, g~ce è leur inhibition por des 

onlicorps monoclonoux. 

Dons ce mémoire, nous avons commencé le projet. La démarche a 

consisté è préporer divers onticorps monoclonoux, à les corectériser et è 

rechercher leur pouvoir inhibiteur, seuls et en combinoison. Ces onticorps 

seront olors microinjectés dons des chondrocytes bovins en culture afin 

d'exominer l'effet de leur présence introcelluloire sur lo viobilité des 

Ct!llules. Nous savons Que plusieurs troveux .. tels Que ceux de Burke et 

Worren ( 1964), ont déjà utihsé avec succès les anticorps microinjectés 

of in d'inhiber certoines fonctions celluloires. 

Comment lo cellule.. Qui restoit dons des conditions 

ohysiologiQues normoles .. allait-elle réagir è l'agression constituée par les 

6nticorps ? Les défenses entioxydontes_. glutathion peroxydase, catolase, 

etc.. ... seraient-elles suffisantes pour mointenir son intégrité? 

Ce sont les différentes Questions Qui nous ont guidés dons nos 

recherches . 

Les premiers résultats Qui seront présentés è la fin de ce travail, 

montrent Qu'il est possible effectivement de les utiliser dons cette 

perspective mois l'exploitation systémotiQue de l'tnhibition des enzymes è 

l'intérieur du cytoplasme devrait être poursuivie et étendue è d'autres 

conditions de culture. 
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Chapitre 2: MATERIELS ET METHODES. 

A. PRODUCTION D" ANTICORPS rtONOCLONAUX. 

La production d'anticorps monocloneux â partir d'hybridomes e 

êtê mise eu point par Kôlher et M11stein ( 1975), (figure 1). Nous 

suivrons es sentie 11 ement cette technique evec que 1 ques modif i cet ions 

telles que décrites perle Dr. J.J. Letesson. 

1. L'IMMUNISATION. 

- Ut111ser une souris BALB/c. Ces souris présentent reventege 

d'être syngéniques entre elles; on pourre donc réimplenter un hybridome 

produit sur une souris de même type sens creindre de problème de 

to 1 êrence dé cette greffe. 

- L'1mmun1ser evec rent1gène contre lequel on veut produire des 

ent1corps (Ozeto K. et 61, 1960). L'1mmuniset1on se feit heb1tuellement 

de cet te f eçon : 

+ Une premtère 1nJect1on e 11eu dans les coussinets plenteires de 

le souns evec de l'edJuvent de Freund qui empêche une métebolisetion 

trop rep1de de l'enttgène et stimule le système tmmunttatre. on choisit 

cet endroit cer les coussinets plenteires renferment nombre de 

geng11 ons pér1 phér1 ques comprenent des . 1 ymphocytes, ce qui permet une 

réaction rep1de même avec peu de matériel. 

+ Une seconde 1nJect1on se fe1t un mots plus tard de façon 

intn~péritonéele sens edjuvent. 
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Pour 18 c8t818se (from bovine 11Yer, S1gm8 Chem1c81 Co., st Lou1s, 

Missouri, USA)), 1'1mmun1s8tion s·est déroulée comme sua : 

- 18 première 1nJection de nmt1gène s·est f81te d8ns les couss1nets 

p18nt81res de trots souris BALB/c mêles 6 r81son de 97 .ug de C8t818se d8ns 

200 ,Ul de t8mpon phosph8te de .sod1um 10 mM; pH 7,5; N8Cl 0, 15 M (PBS) et 

d'adJuv8nt de Freund, pour ch8cune des souris. 

- un rappel a eu 11eu 1 mo1s plus tard. L'1nJect1on éta1t 

1ntrapéritoné81e et composée de 95 .ug d'enzyme dans 200 .u1 de PBS, p8r 

souris. 

Pour la glutathion peroxydase, la manipu18tton s·est déroulée de la 

feçon suivante : 

- une première injection de 75 .ug de glutathion peroxydase (from 

bovine erythrocytes, Sigma), p8r souris, dans 100 .u1 de PBS et d'adjuvant de 

Freund a lieu d8ns les coussinets plantaires de trois souris BALB/c 

femelles. 

- elle est suivie, 30 jours plus tard d'une deuxième injection 

1ntr8péritoné8le de 1'8nt1gène 6 r81son de 112 .ug per souns, dans 150 .ul de 

PBS. 

- ensuite, on 8 pr8t1quê un tro1stème (2 sem8tnes plus t8rd) et 

quatrième ( 1 mo1s après le précédent) rappels également 1ntrepéritonéaux, 

de 127 .ug de gl utath1 on peroxydase per souris, d11 ués dans 150 .u 1 de PBS. 

2. UN ,JJUR AYAKT LA FUSIQN. 

- Préparer une couche nourr1c1ère (feeder layer) de cellules 

péritonéales de ret QU1 seront cu1t1vées en m1cropu1ts (Bottes de 96 

pu1ts,PVC r1g1de, Ster11in Flow, Felthem, Englend). Ces cellules 

servtront è apporter les facteurs de croissance nécessaires è le survie 
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des hybridomes. De plus, nous avons choisi de prélever ces cellules car 

pormi elles, se trouvent oussi des macrophages qui digéreront les 

déchets toxiques pour les cellules. 

Cette couche nourricière se prépare de lo façon suivante : 

- Endormir un rot à l'éther pour norcose. 

- Roser et nettoyer une plage du ventre. 

- Placer le rot sur une table de contention sous hotte et désinfecter 

le ventre à l'alcool. 

- Injecter 20 ml de milieu RPMI 1640 (Gibco, Grond Island, N't', USA). 

- Masser le flonc et le ventre. 

- Désinfecter à l'alcool. 

- Retirer l'épiderme sur quelques cm2. 

- Inciser le derme ou milieu de la plage formée de façon à y 

introduire une pipette de 1 O ml. 

- Aspirer le maximum de milieu et le placer dans un tube stérile de 

25 ml ( Sterilin, Feltham, England). 

- Compter les cellules et ojuster à 100 x 1 o3 cellules / ml. 

- Distribuer en boîtes (96 puits, PVC rigide, STERILIN FLOW), à 

raison de 10 x103 cellules/ puit dans 100 µ1. 

- Mettre les boîtes é 37° C, dBns une Btmosphère de 51 co 2 jusqu'Bu 

l endemain. 

3. LA FUSION. 

a. Les cellules spléniques. 

- P16cer 2 ml de NH4Cl (Merck, O&rmstadt, FRG; 6,3 gril, mis à pH 

7,5 avec du NaOH, filtré sur filtre stérile Sartorius 0,2 µm) dans un 

homogénéiseur de Pot ter stérile. 
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- Prélever stérilement lo n1te de lo souris immunisée et lo plocer 

dons ce volume. 

- Broyer doucement et 6 jouter 8 m 1 de NH4Cl qui vo permettre 16 

lyse des globules rouges prélevés en même temps que les lymphocytes et 

ougmenten1 oinsi lri fréquence des collisions entre les leucocytes et les 

cellules myélomoteuses. 

- Vider lo suspension cellulriire dons un tube de 10 ml stérile 

(Sterilin) et centrifuger 1 0 min à 1200 RPM à lri centrifugeuse de toble 

(Hettich Universol). 

- Resuspendre le culot dons 10 ml de milieu RPMI 1640 (Gibco). 

- Prélever 50 µ1 de lo suspension et y ojouter 50 µ1 de bleu Trypon. 

- Compter les cellules vivontes. 

b. Les cellules concéreuses. 

- Un bon myélome doit répondre à certoins critères ovont d'être 

choisi pour une fusion : 

+ il est préfén1ble qu'il ne sécrète pos d'immunoglobulines (lg) 

por lui-même sinon l'hybride issu de lo fusion entre ce type de myélome 

et une cellule splénique produin1 les choînes lourdes et les choînes 

l égères codées prir les deux cellules prirentoles, ce qui rendn1 possible lo 

f ormotion de plusieurs combinoisons entre ces choînes et produin1 donc 

plusieurs types d'lg. L'hybride ne sen1it pas monoclonal. 

+ une fois hybridé ovec la cellule splénique, il doit sécréter de 

fortes concentn1tions en lg. 

+ il doit exprimer un con1ctère qui permette de foire pousser 

uniquement les hybrides, en présence des souches parentales. Nous 

avons choisi un plasmocytome non sécrétant et hypoxanthine guanine 

phosphor1bosyl transférase (HGPRT) déficient (cet hybridome est le 
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SP2/0, dérivé du myélome BALB/c : P3-X63-Ag8). Dans un milieu HAT 

(Hypoxanthine, aminoptérine, thymidine), l'aminoptérine bloque la 

principale voie de biosynthèse des acides nucléiques (figure 2). Les 

cellules peuvent continuer à se multiplier, en utilisant une voie 

al ternative, à condition de leur donner de l'hypoxantine et de la 

thimidine, et si elles possèdent les enzymes HGPRT et thimidine kinase 

nécessaires à l'entrée de ces substrets. Les SP2 non fusionnées meurent 

car elles sont déficientes en HGPRT tandis que les cellules spléniques 

périssent de façon naturelle. Ce milieu est donc dit ·semi-sélectir-. 

Seuls y survivent les hybridomes. 

l'/(lde (lpén,f (lire suivi p(lur les cellules SF2: 

- Laver trois fois dans du milieu RPHI 1640 en même temps que les 

cellules spléniques. 

- Resuspendre le culot dans 1 0 ml de milieu RPHI. 

- Prélever 50µ1 de la suspension et y ajouter 50µ1 de bleu Trypan. 

- Compter les cellules vivantes. 

c. L'agent fusionnant. 

Nous avons choisi le polyéthylène glycol (PEG), mais d'autres 

ont déjà utilisé le Yirus de Sendai inactiYé, la lysolécithine ou le 

diméthyl sulfoxyde. 

Reconstituti(ln du PE6 

- 3 gr de PEG 4000 (Merck) à autoclaver 20 min à 120° C. 

- Mettre en solution dans du RPMI chaud (40°C) à une concentration 

de 1 gr/ml. 

- Ajuster à pH 7,5 avec du Na0H stérile filtré (Sar:torius 0,2µm). 
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d. La fusion. 

Elle s'est faite, pour la catalase et la glutathion peroxydase, 4 

jours après la dernière injection de l'antigène. 

Mode opér6toire : 

- Après comptage, calculer un rapport cellules SP2/cellules de rate 

compris entre 1/4 et 1/10. 

- Après les dilutions éventuelles, resuspendre les cellules SP2 et 

spléniques dans un tube conique (Sterilin) : prélever 1 O ml de la 

suspension de cellules spléniques et ajouter le volume nécessaire de 

SP2 en fonction du rapport désiré. 

- Diviser ce volume en deux tubes coniques (50 ml, Sterilin). 

- Centrifuger 1 O min è la centrifugeuse Internationale à 1200 RPM. 

- Evacuer le surnageant et décoller doucement mais avec décision le 

culot à sec en tapant le fond du tube sur la table. 

Par la suite, la manipulation se continue è 37° C et doit être 

effectuée très délicatement. 

- Ajouter sur le culot 1 ml de PEG 4000 dans le milieu RPMI à 37° C 

en 90 sec. 

- Diluer le PEG en ajoutant goutte à goutte du milieu RPMI selon la 

procédure sui vante : 

. 0,5 ml en 90 sec 

. 1,0 ml en 90 sec 

. 2,0 ml en 90 sec 

. 4,0 ml en 90 sec 

- Centrifuger 10 min à 1000 RPM à l'Internationale. 
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- Resuspendre dans 35 à 40 ml de milieu RPMI contenant 101 de 

sérum de veau foetal (FCS, Gibco) et mettre à 37° C pendant au moins 

deux heures. 

- Centrifuger 10 min à 1000 RPM dans la centrifugeuse 

Internationale. 

- Resuspendre dans du milieu RPMI contenant 1 o:g de FCS (serum de 

veau foetal) et 21 de HAT (Gibco, 136 µg/ml hypoxantine + 0, 19 µg/ml 

aminoptérine + 3,BB µg/ml thymidine) dont le volume dépend du nombre 

de cellules spléniques disponibles. 

- Distribuer dans les boîtes de 96 puits (PVC rigide, STERILIN 

FLOW) préparées la veille avec la couche nourricière è reison de 100 x 

1 o3 cellules/puit dans 100 µl. 

Une fois la fusion réalisée, l'avenir des hybrides est incertain. 

Les produits de 18 fusion sont inst8bles génétiquement de par le 

doublement du nombre chromosomique. c·est pourquoi, lors des premiers 

jours l'hybride va perdre des chromosomes. Par 1 a sui te, cette perte 

s'arrête et l'hybride se stabilise è un nombre chromosomique 

intermédiaire entre le diploïde et le tétraploïde. Cependant, parmi les 

chromosomes perdus peut se trouver un gène impliqué dans la 

production ou la sécrétion des anticorps. Le clone devient alors non­

sécrétant. c·est pourquoi une sélection s'avère nécessaire. 

4. CLONAGE ET SELECTION DES CLONES POSITIFS (figure 3). 

- Les hybridomes sont renourris tous les deux jours pendant environ 

15 jours avec du milieu RPMI/HAT/101 FCS, et ensuite avec du milieu 

RPM I /HT / 101 FCS. Ce passage en milieu HT (= mi li eu HAT sans 

aminoptérine) permet le rétablissement progressif de la voie de 
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synthèse ·de novo· des acides nucléiques, tout en fournissant toujours 

les précurseurs thymidine et hypoxrmthine nécessaires à la voie de 

récupération. 

- Environ 20 jours après la fusion, les puits contenant des clones 

sont sélectionnés gr6ce à un test ELISA (vérification de la présence et 

de la fixation, sur l'antigène, de l'anticorps du surnageant (milieu de 

culture recouvrant les cellules hybrides en croissance et recueillant les 

anticorps sécrétés]). Les clones sont également testés quant à leur 

pouvoir d'inhibition sur l'enzyme. Ceux qui sont positifs pour les deux 

tests sont alors resuspendus dans 1 ml de cellules endothéliales 

(couche nourriciére) en vue de les cloner. 

11 est indispensable, lors de cette étape, de s'assurer qu'un 

clone ne produira qu'une seule immunoglobuline. Pour cela nous avons 

choisi la technique de la dilution limite (figure 4) selon laquelle les 

cellules des puits révélés positifs sont diluées à différentes 

concentrations : 0, 1; 1 ou 1 O cellules par putt et distribuées ainsi en 

macropuits (Boîtes de 24 puits, Gibco, Nunc) sur une couche nourricière; 

son rôle est ici primordial. Comme lors de la fusion, elle apporte à 

l'hybride les facteurs de croissance et digère les produits toxiques 

susceptibles de lui nuire. Gr6ce à cette technique, on verra croître, dans 

quelques puits, des clones issus d'une cellule unique. 

La croissance des clones est suivie régulièrement et, si dans 

un puit on repère distinctement deux colonies, celles-ci sont éliminées. 

Lorsque le clone est bien développé, il est à nouveau testé et 

cultivé alors dans une boîte Falcon de 25 cm2. A partir de ce moment, on 

peut soit recueillir le surnageant contenant les anticorps dont la 

concentration sera alors comprise entre 1 et 1 O µg/ml, ou injecter les 

cellules (à une concentration de 500 x 103/ml) dans la cavité 

péritonéale d'une souris syngénique avec les donneuses (figure 3). Cette 

injection suit de deux semaines une injection de 0,5 ml de pristene (2-
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6-10-14 tétraméthylpentadécane, Aldrich, Belgium), irritant chimique 

qui va créer une inflammation et des conditions optimales pour le 

développement des cellules injectées. Là se développera un ascite riche 

en lg que l'on peut recueillir. C'est ce dernier moyen que nous avons 

utilisé. 11 présente l'avantage d'augmenter grandement la quantité 

d'anticorps disponibles (de 1 à 10 mg/ml). 

6. PURIFICATION DES ANTICORPS MONOCLONAUX. 

1. TECHNIQUE. 

11 existe différentes techniques de purification des 

immunoglobulines : 

- lo précipitation grâce au sulfate ammonique qui permet une 

purification des protéines par l'effet du salting out. 

- la purification grâce è l'acide caprylique qui précipite la plupart 

des protéines mais pas les lgG. Son principal avantage réside dans une 

moindre formation d'agrégats, en comparaison avec la méthode de 

précipitation par le sulfate ammonique. Le rendement obtenu de cette 

façon est de 60 n 60 i (Russo et 61., 1963). 

- la chromatographie échangeuse d'ions : les lgG sont les lg les 

moins négatives d'un sérum de protéines, c'est pourquoi elles sont 

relativement facilement purifiées sur une matrice échangeuse d'ions 
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chargée positiYement (DEAE cellulose ou Sephadex), (Mason, Williams 

, 1980). 

- la chromatographie sur tamis moléculaire, essentiellement en 

HPLC ou FPLC. 

- la chromatographie d'affinité telle que l'utilisation de la protéine 

A couplée è l'ogorose. C'est cette dernière méthode que nous oyons 

utilisée et que nous allons détailler quelque peu. 

Lo protéine A est une chaine polypeptidique simple, d'un poids 

moléculaire de 42000, préparée è partir d'une souche de Stt1phylococcus 

t1ureus Elle est stable sur une large gomme de pH et présente lo 

particularité de se lier è la portion F(c) des immunoglobulines. Son 

affinité et sa rapidité de liaison sont plus grandes pour les lgG, qu'elle 

permet dès lors d'isoler. 

Cependant so capacité de liaison pour telle ou telle sous­

classe d'lgG est largement dépendante du pH. C'est pourquoi on peut 

éluer sélectiYement les différentes sous-classes d'lgG en choisissant 

des pH appropriés : les lgG 1 sont éluées ~ pH 6, les lgG2a è pH 4,5 et les 

lgG2b ainsi que les lgG3 è pH 3,5. Ces chiffres ne sont valables que pour 

la souris (Ey et t1l, 1978). 

11 est è remarquer que le fait que la protéine A ne purifie que 

l es lg de classe G ne constitue pas un problème majeur. En effet, lors 

d'une double immunisation aYec un antigène soluble (comme nous l'oyons 

f aite), les lgM produits lors de la première partie de la réponse, ont 

l argement laissé la place aux lgG qui constituent la grande majorité de 

l a réponse secondaire. 

Actuellement, une nouvelle protéine, la protéine G est 

également mise sur le marché. Elle est aussi extraite d'une souche de 
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Stnphylocoques et présente une meilleure nffinité que ln protéine A pour 

les lgG (Akerstrom et 111, 1965). De plus, elle reconnaît toutes les sous­

clnsses dnns presque toutes les espèces. 

2. PASSAGE SUR UNE COLONNE PROTEINE A - AGAROSE (Bio Rnd, NV, USA, Affi­

gel Protein A MAPS 11). 

Un exemple de chromatogrnmme est présenté è la figure 5. 

N.B. Ln composition des tnmpons de liaison, d'élution aussi bien 

que de régénérntion reste encore è ce jour non divulguée par là firme. 

Mode opén,toire . · 

- Dilution de deux fois l'ascite dans du tampon de linison. 

- Centrifugation è 39000RPM, pend,mt 20 min, il 0° C (6ECKMAN, L2 

65B, rotor de type 40). 

- Equilibration de ln colonne avec du tampon de liaison. 

- Enregistrement è 280 nm. 

- Dépôt de l'échant i 11 on. 

- Lavage de la colonne avec du tampon de liaison jusqu'è retrouver 

l a ligne de base. 

- Elution des lg fixées avec le tampon d'élution, pH 3 et recueil dans 

du Tris, 1M, pH 9. 

- Régénérntion de la colonne avec du tampon de régénérntion. 

- Conservation de la colonne dans du PBS + o,os:g d'azide. 

3. CO.CENTRATION ET DIALYSE. 

- Concentration des lg recueillis par ultrafiltration (Amicon, PM 

10) jusqu'à un volume de 1 O ml. 
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Chrometogrephie d'une préperetion contencnt des· lgG, sur une 
colonne de protéine A-cgcrose (Bio-Red). 

1. Equilibnstion de le colonne evec du tempon de liaison. 
2. Dépôt de 1'échent111on. 
3. Sortie des protéines autres que les lgG. 
4. Levege Cie Je colonne avec Clu tampon Cie 11atson. 
5. Elutton des. lgG . 

. 6. Régénéretton de le colonne. 
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- 016lyse contre trots fots 1,5 1 de tampon phosph6te de sodtum. 1 o 

mM. pH 7.5 contenant 0, 15 M de NeCl (P6S). 

- Concentnitton sur Amtcon (PM 1 0) Jusqu'à env1ron 2 ml. 

C. CARACTERISATION DES ANTICORPS HONOCLONAUX 

1. DETERMINATION DE LA COtCENTRATION. 

Le dosage e été réalisé par 18 méthode de Lo_wry et 11l ( 1951 ). 

2. IHHUNJDIFFUSION. 

Elle permet d'obtenir le clesse des enticorps purifiés et se 

pr8tique sur gel d'6g6r, et contre des rmti-lgH, enti-lgG 1, anti-lgG2e, enti­

lgG2b (Hiles) eimeblement fournis perle Dr J.J. Letesson. 

Le gel de migretion des enticorps est préperé per dissolution. à 

90°C, d'eg8rose (Difco) à le concentration de 1 1 dans un tampon 

d'immunodiffusion (Tempon veronel constitué de diéthylb8rbitel; 0,071 H. 

pH 8,2, è une force ionique de 0,05 µ). L'agerose liquide est coulé sur une 

leme de verre et se gélifie. Une metrice nous permet ensuite de creuser des 

puits disposés à ég61e distence les uns des autres. D8ns un puit central, 

nous déposons un entisérum (anti-lgG 1, anti-lgG2e, anti-lgG2b et enti-lgH) 

et dans les puits périphériques, une solution de dilution voulue des 

enticorps purifiés. 

- Déposer 15-20 µ1/puit d'ent1corps è une concentret1on optimale 

d'environ 100 µg/ml pour les anticorps è tester, et déposer les anti-sérums 

purs. 
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- Laisser les plaques pendant 36 H dans une boîte humide à 4° C. 

- Laver avec NaCl 0,9 1 pendant 24 H. 

- Sècher à 37° C après avoir recouvert d'une feuille de papier Wathmon 

humide. 

- Laver à l'eau distillée. 

- Colorer 1 h à l'amidoschwortz (solution comprenant 250 mg 

d'amidoswchartz, 200 ml d'8lcool dén8turé, 50 ml d'H2O). 

- Décolorer avec une solution compremmt 2 l d'8lcool dénaturé, 500 ml 

d'acide 8cétique; 2,5 1 d'H2O. 

- L8isser sècher pendent deux jours è 20° C. 

- Photographier. 

3. DETERMINATION DU TITRE PAR ELISA (enzyme linked immunosorbent 

assey). 

Le déterminetion du titre de 18 solution d'anticorps nous 

permettra de connaître lt'I quantité de matériel dont nous disposons, ce qui 

est utile lorsque, dens certeines expériences, l'on doit traveiller à des 

concentrations st'lturantes ou, au contraire, dens des conditions non 

seturantes. 

Nous avons rencontré quelques difficultés à mettre au point le 

mode opératoire pour réaliser un ELISA. Plusieurs essais avec de l'albumine 

(Boseral, Organon Teknica) à 1 1 d'abord, puis avec un tampon PBS-Bovine 

Serum Albumine (BSA, Sigma) 1 1 se sont montrés infructueux. Nous 

obtenions une grande variabilité d'absorbt'lnce entre des puits identiques. 

Finelement nous avons adopté le mode opératoire suivant, t'lvec comme 
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principal changement l'utilisation d'un tampon PBS-BSA 0, 1 1 lors des 

lavages : 

- Incubation de l'antigène à n,ison de 50 µ1/puit pendant 6 H o 4° C 

(boîtes souples de 96 puits, Flow Labon,tories). 

La glutathion peroxydase (purifiée au labon,toire par E. Pigeolet 

selon la méthode de A. Grossmann et A. Wendel, 1985) se trouvait à une 

concentn,tion de 14 µg/ml et la catalase (Sigma) o une concentrction de 2 

µg/ml. 

- Lavage avec du PBS-BSA (Sigma) 0, 1 1. 

- Satur-et ion avec du PBS-BSA 1 1, 100 µ1/puit pendant 1 h à 4° C. 

- Incubation des anti-glutathion peroxydase et des anti-catalase, 

dilués dans du PBS-BSA 0, 1 1, selon une concentration décroissante, 50 

µ1/puit, toute la nuit à 4° C. 

- Lavage avec du PBS-BSA 0, 1 1. 

- lncubction des lgG anti-souris couplés à la peroxydase (Prosan, P 

161, dilués 500 fois dans du P6S-BSA 0, 1 1) à n,ison de 50 µ1/puit, pendent 

2 ho 37° C. 

- Lavage avec du PBS-BSA 0, 1 1. 

- Ajouter dans chcque puit 50 µ1 de la solution suivante : 4 mg d'A6TS 

(2-2' Azino-di-(3 éthyl benzthiazoline sulfonate(6)]) solubilisés dans 6 ml 

de t8mpon ci tr8te, pH 5 ,6 (NB2HP04 2H20 , 115 mM, nci de ci tri que, 42 mM), 

ndditionnés de 5 µ1 d'H202è301 (Merck). Incuber 10 min â 37°C. 

- Lecture à 405 nm sur un spectrophotomètre Microplnte reader, MR 

600. 

Rem6roll§ : lors de chaque expérience, nous avons effectué 

plusieurs contrôles : 

- incubation de l'enzyme avec un anticorps monoclonal autre que celui 

dirigé contre l'enzyme. 

- incubation des lgG peroxydase seuls. 

Ces valeurs ont été soustn,ites des mesures d'absorbance. 
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4. OOSAGE DE LA GLUTATHION PEROXYDASE. 

8. Solutions. 

A= KH2 P04 (Merck) 60 mM, pH 6,5, EDTA 1mM. 

B = NADPH (Sigme) 1, 1 mM dens la solution A. 

C = GSH (Sigme) 13 mM dens le solution A. 

D = TBHP (Sigma, C4H 1 o02) : tert - butylhydroperoxyde; 0,4 mM 

dens une solution eeu/éthanol (3/1). 

E = Glutathion réductase pure, 217 U/ml{Sigma). 

F = Mixture comprenant A/B/C/E dens un rapport 8 ml, 1 ml, 1 ml , 

50µ1, gerdée â 0° C, préperée juste avent remploi. 

G = Seng de boeuf di 1 ué 1 00 fois dens du PBS. 

b. Méthode pour un simple dosage de la glutathion peroxydase. 

- Prendre 0,4 ml de F. 

- Ajouter 0, 1 ml de G. 

- Incuber pendont 5 min. 

- Ajouter O, 1 ml de D. 

- Lire ou spectrophotomètre (Perkin-Elmer, 557 Double beom Spectro-

photometer) è 366 nm pendont 1 min 30 sec è 25° C, échelle de densité 

opti que 0,05; vitesse de déroulement du popier 6 cm/min. 

- L'activité se calcule ensuite grilce è la formule suivante: 

0.0./min x 10 x di 1. µmoles min-1 m1-1 
6,22 x 1,667 

avec une Unité= une µmole de NADPH oxydé/min è 25° C. 
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c. Méthode suivie pour rétiliser les courbes d'inhibition tivec les 

anticorps. 

- lncubtition de 200 µ1 de G tivec 200 µ1 d'tinticorps de concentration 

désirée pendtint 10 min= solution H. 

- Prendre 0,4 ml de F. 

- Ajouter 0, 1 ml de H. 

- Incuber 5 min. 

- Ajouter 0, 1 ml de D. 

- Lire tiu spectrophotomètre à 366 nm, mêmes ptiramètres que ci-

dessus. 

d. Remtirgues. 

d.1. Pour certtiins dostiges, nous avons remplacé le T6HP par une 

so 1 ut ion de H202 30 :C è 0 ,3mM d8nS du PBS. 

d.2. Nous avons également réalisé des expériences d'inhibition de la 

glutathion peroxydase à partir de sumageants de fibroblastes humains ou de 

chondrocytes bovins. Pour obtenir des sumageants, les cellules sont 

raclées à raison de 1 ml de P6S / boîte (Falcon, 75 cm2), homogénéisées au 

Dounce tight et centrifugées à 39000 RPM, pendant 30 min., à 0° C 

(BECKMANN L2 656, rotor de type 40). 200 µ1 de surnageant ainsi obtenus 

étaient incubés en présence de 50 µ1 de ln dilution voulue d' nnticorps, 

égnlement pendnnt 10 min. Ln suite de ln mnnipulntion demeure inchnngée. 

d.3. Chaque expérience de dosage, nussi bien sur le sang que sur les 

sumBgeants, tant avec le TBHP qu'avec l'H202 a été ré81isée avec un 

contrôle constitué par un autre anticorps monoclonal dirigé contre des 
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protéines membnmaires, cela afin d'être certain de n'avoir aucune 

interférence due simplement aux anticorps et non pas au fait qu'ils soient 

dirigés contre l'enzyme. Chaque fois ce contrôle s'est révélé négatif; nous 

en avons donc conclu que l'inhibition observée était bien due à la fixation de 

l'anti-Gpx sur la glutathion peroxydase, ce qui provoque une diminution de 

l'activité de l'enzyme. 

5. OOSAGE DE LA CATALASE. 

a. Solutions. 

A= albumine (Boseral, 0rganon Teknica). 

B = Tampon-imidazol HCl 0,2 M pH 6. 

C = H202 30 1 (Merck). 

D = Triton X 100, 2 :C. 

E = 0xysul f 8te de Tit8ne d8ns H2S04 2N ( 1, 7 g d'oxysul f ate de 

Tit,me (Merck) dtms 500 ml de H2S04 2N, faire bouillir 1 0 min sur 

8Qit8teur, refroidir, reporter â 500 ml 8Yec H20, ajouter 250 ml d'H2S04 

2N, filtrer sur 4 filtres plissés, Wathmtm n°2). 

F = Solution contenant 500 mg albumine (A), 50 ml imidazol (B) et 

450 ml H20, laissée â 20° C. 

G =idem+ 0,08 ml de H202 (C), laissée â 20° C. 

H = Catalase (Sigma) diluée 500 x 103 fois. 

b. Méthode. 

- Prendre 0, 1 ml de H. 

- Ajouter 0, 1 ml de D. 
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- Ajouter 5 ml de F pour les bhmcs 

5 ml de G pour les tests de 20 sec en 20 sec. 

- Incuber 45 min. 

- Fixer nvec 3 ml de E. 

- Lire ~ 420 nm nu spectrophotomètre (Zeiss, West Germony, 

Spectophotometer PM6). 

- Fnire un blnnc blonc et un blnnc substrot. Les unités/ml se calculent 

pnr ln formule suivante: 

log Ext bl. substrat x .2,2 x dil. 
Ext test 0, 1 x 45 x 50 

c. Méthode utilisée pour réBliser les courbes d'inhibition BYec les 
onticoros. 

c. t . Sur l'enzyme pure. 

- Incuber o, 1 ml d'enzyme et o, 1 ml de cheque d11ut1on <l'ent1corps 

pendent 20 m1 n. 

- Ajouter 5 ml de F pour les blencs 

5 ml de G pour les tests toutes les 20 sec. 

- Incuber pendent 45 m1n. 

- F1xer per 3 ml de E. 

- Lire è 420 nm. 

c.2. Sur des sumegeonts ou des culots rem1s en suspens1on. 

Le sumegeont est obtenu per reclege des cellules, 

homogênêtsetton et centr1fuget1on 6 39000 RPM. Mets cette centr1fuget1on 

fett sêdtmenter les peroxysomes dens lesquels se trouve lo cetelese. 
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Cert8ines expériences de dos8ge de cette enzyme ont donc été 

effectuées sur le culot e1ns1 recue1111 et rem1s en suspens1on dens du PBS. 

- Incuber 0.1 ml de surnege8nt ou de culot et 0.1 ml de O. 

- Ajouter 50 JJ.1 de 18 d11ut1on voulue d'enticorps. 

- Attendre 20 min. 

- Le su1te de le men1pulet1on est identique. 

d. Remergue 

Le même contrôle que pour 18 glutethion peroxydese 8 été 
effectué. 

D. t11CROINJECTION. 

1. LA CUL TURE DE CELLULES. 

e. Culture de fibroblestes. 

8.1. Solutions. 

T = trypsine 0,25 1 dens un tempon Tris. 

M = milieu de culture composé de milieu minimum essentiel de Eegle, 

des sels de Eerle, de 50 mg/1 d'euréomycine et de 2.2 g/1 de NeHC03. Le pH du 

milieu est ajusté à pH 7,4. 

M + S = M contenant 1 O I de sérum de veeu f oetel (FCS). 

Les produits sont fournis per Eurobio (Paris, France). 
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a.2. Méthode. 

On procède " une sous-culture d'une boîte Falcon de 75 cm2 dans 

laQuelle les fibroblastes humains Wl-36 obtenus de l'American Type culture 

Collection sont arrivés à confluence : 

- Préchauffer " 37° C dans l'étuve le milieu M, le milieu M + S et la 

trypsine T. 

- Déctmter 1 'ancien mi 1 i eu. 

- Rincer la boite avec 10 ml de M durant 2 min. 

- Ajouter 2 ml de T et laisser à température ambhmte pendant 2 min. 

- Décanter la trypsine et placer la boite à l'étuve à 37° C pendant environ 

20 min afin que les cellules se détachent de la paroi. 

- Ajouter 1 o ml de M +Set resuspendre les fibroblostes. 

- Ajouter 30 ml de M + S. Mélanger délicatement et prélever 20 ml " 

placer dons une autre boîte Falcon. 

- Insuffler un Q8Z conten8nt 5,: de C02 et 95 i d'8ir et refermer 18 boîte. 

- Les boîtes sont placées dons une étuve" 37° C. 

b. Culture de chondrocytes. 

b.1. Solutions. 

M = milieu de Dulbecco (Gibco). 

T = voir fibroblastes (solutions). 

TE = trypsine contenant de l'EDTA 5,4mM. 

O = milieu Optimem contenant 5,: de sérum de veau foetal et ajouter 1 

m 1 de gl ut ami ne (200mM}, 1 m 1 de pyruvate ( 1 OOmM), 100 J11 de 
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mercaptoéthanol (SOmM), 1 ml de streptomycine ( 1 µg/ml) pour 100 ml de 

milieu. 

b.2. Méthode. 

Les chondrocytes ont été mis en culture à partir de cartilage bovin 

pcir M. Raes et 1. Knott (non publié). 

- Préchciuff er dcins l'étuve à 37° C M, T, TE et O. 

- Déccinter 1 ·ancien mi 1 i eu. 

- Rincer deux fois avec 1 O ml de M pendant 2 min. 

- Ajouter 2 ml de TE et laisser à température ambiante pendant 1 min 30 

sec. 

- Déccinter TE. 

- Ajouter 2 ml de T et lciisser à température ambitmte pendant 1 min 30 

sec. 

- Décanter T. 

- Ajouter 1 O ml de O et resuspendre les cellules à l'aide d'une pipette 

pasteur. 

- Ajouter 30 ml de O. Mélanger délicatement et prélever 20 ml à plcicer 

dans une autre boite Falcon. 

- Insuffler un gez contenent 5 :t; de C02 et 95 :t; d'eir et refermer le 

bouteille. 

- Les boites sont plcicées dans une étuve à 37° C. 

Rem6roue: changement de milieu de culture: après quelques jours, il 

faut récipprovisionner les cellules en éléments nutritifs; pour ce faire, il faut 

décanter nmcien milieu et ajouter 15 ml de M + S pour les fibroblastes ou 15 

m 1 de O pour 1 es chondrocytes. 
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c. Culture en Yue de la microinjection. 

Pour la microinjection, nous ayons utilisé des petites boites de Pétri 

(Falcon, 60 X 15 mm) que nous avons quadrillées. Le quadrillage permet de 

repérer chaque cellule et d'éviter son passage d'un compartiment à l'autre. 

Lors d'un repiquage, une à deux gouttes d'une suspension cellulaire d'une boite 

Falcon de 75 cm2 sont ajoutées à l'une de ces petites boîtes en présence de 2,5 

ml de milieu O. La densité obtenue est ainsi d'environ 0,6 cellule/mm2. Les 

cellules sont 8lors conservées pend8nt 24 heures d8ns une étuve è C02 i, 37° C 

pour leur permettre de s'attacher et sont utilisées per le suite pour être 

microinjectées. 

2. LA MICROINJECTION. 

8 . Technique. 

Le technique de microinjection d'une solution d'enzyme dens les 

f ibroblestes a été mise au point per V. Henin ( 1961) selon un système décrit 

per Ansorge ( 1962), méthode développée par Graessman et li/. ( 1960). Nous 

avons suivi ta même technique pour injecter tes chondrocytes. 

Il s·agit de fabriquer des micropipettes de diemètre suffisamment 

petit pour percer la membrane plasmique sens léser la cellule et, d'injecter 

ainsi une solution directement à l'intérieur de la cellule. Pendant l'injection, 

le milieu de culture est remp18cé par 18 solution de Puck (CeCl2.2H20 160 

mg/1, KCl 400mg/1, KH2P04 150 mg/1, MgS04-7H20 154 mg/1, N8Cl 8 mg/1 , 

NeH2P04.H20 290 mg/1, glucose 1100 mg/1, pH 7 ,2) dépourvue de bi cerbonete. 

Les cellules sont ensuite rincées délicatement deux fois au P6S 

contenant 1000 U/ml de pénicilline et 1 mg/1 de streptomycine (Gibco) en vue 
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d'éviter toute cont8min8tion ultérieure, puis repl8cées d8ns le milieu 0ptimem 

+ 5 1 de sérum de Ye8u foet8l è 37° C, d8ns une etmosphère è 5 :C de co2. 

b. Solutions injectées. 

Deux types de solutions ont été injectées : d'une p8rt les 8nticorps o 
une concentrntion de 1 mg/ml et d'8utre p8rt, un t8mpon d'injection 

(K2HP04-3H20 5,45 mM; KH2P04 4,55 mM; KCl 70,5 mM; N8Cl 7,05 mM; pH 7,2) 

8fin d'obtenir une estim8tion de 18 proportion des cellules qui meurent suite o 
18 m8nipu18tion. 11 f 8Ut ég81ement 8jouter que le Yolume injecté gr6ce o cette 

technique est d'environ 1 o-11 ml p8r cellule (V. Henin, 1961 ). 

c. 0bserY8tion des cellules injectées. 

Une trent8ine de chondrocytes ont été injectés 8vec les 8nticorps; 

deux 8utres séries de cellules serYent de témoins : l'une n·ay8nt subi 8Ucune 

injection, 1'8utre 8y8nt été injectée avec du t8mpon d'injection. Afin d'éviter 

la variabilité de boîte en boîte, due aux différentes manipulations soit pendant 

le repiquage, soit pendant 18 microinjection, ces trois groupes de chondrocytes 

se trouvent dans la même boîte de Pétri. Les cellules de chaque groupe sont 

exnminées et comptées individuellement ch8que jour pendant une semaine. Un 

éventuel effet de 18 solution injectée pouvait 8insi être mis en évidence. 
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Chapitre 3: RESULTATS ET DISCUSSION. 

A. LES ANTICORPS DIRIGES CONTRE LA CATALASE. 

INTRODOCTION. 

Le cetelese est une enzyme tétr6mérique. Chacune de ses sous­

unités a un poids moléculaire de 60000 daltons. On la trow,ie 

principalement dans les peroxysomes mais également dans le cytosol. 

C'est une enzyme essentielle dans le métabolisme cellulaire en ce sens 

qu'elle transforme le peroxyde d'hydrogène, produit toxique de la 

respiration cellulaire et de l'activité de certaines oxydases telles que 18 

superoxyde dismutase. Elle catalyse le réaction suivante : 

H202 + H202 ---------> 02 + 2H20 

Comme indiqué dtms l'introduction, la dismutation de H202 permet 

de di mi nuer 1 a production secondaire de OH-. 

La catalase est une enzyme bien connue depuis de nombreuses 

années; Sevag en 1934, par exemple, avait déjà montré que l'addition de 

catalase dans le milieu de respiration de pneumocoques acatalasémiques 

pouvait, en prévemmt l'accumulation d' H202 résultant de la respiration, 

éviter l'inhibition de cette respiration et la perte de viabilité des bactéries. 

Nous voulions dans ce travail préparer des anticorps monoclonaux 

dirigés contre la catalase et les injecter dans les cellules efin de pouvoir 

tester l'effet de leur action d'inhibition sur le comportement cellulaire. 
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L'immunisation et ln fusion se sont déroulées telles qu'elles sont 

décrites dans Matériels et Méthodes. Sept boîtes (Sterilin Flow) de 96 

puits ont pu être constituées. Les clones vivants ont été comptés 2 

semoines après ln fusion : il y en eveit 69. On o, par lo suite, réalisé un test 

ELISA pour vérifier leur quolité de producteurs d'anticorps anti-cotolnse : 

20 y répondaient. Parmi ces 20 clones, 14 induisoient une inhibition de 

l'activité de l'enzyme. 

Nous en avons choisi trois pour les injecter à des souris et 

obtenir des ascites. Ces trois clones étaient dénommés : 

- 7E 11 D6 

- 7E 11C8o 

- 7E 11C8b 

Pour des roisons de facilité, nous garderons ces dénominotions 

pour désigner les différents anticorps. 

CARACTERISATION. 

Après les ovoir purifiés, concentrés et diolysés, nous ovons 

entrepris de les carnctériser. Cette caroctérisation inclut ln déterminotion 

de leur concentrntion, de leur closse, de leur titre et l'estimotion de leur 

pouvoir d'inhibion sur l'enzyme. 
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1. LA CON;ENTRATION. 

Nous l'evons dêterm1née selon le méthode de Lowry et 61. : 

Anticorps Concentret ion 
(mg/ml) 

7E 1106 2,88 

7E 11C8o 3,27 

7E11C8b 2,04 

2. LA CLASSE. 

Nous disposions d'emti-lgH, anti-lgG 1, anti-lgG2o, anti-lgG2b 

contre lesquels nous avons foit diffuser nos enticorps. L'immunodiffusion, 

en p 1 us de nous renseigner sur 1 a c 1 asse de nos ent i corps, nous permet de 

restreindre les doutes éventuels quent à leur monoclonelité sens pour 

eutent nous en donner le preuve. En effet, il se peut que nous soyons en 

présence de deux immunoglobulines de le même clesse ou plus; dens ce ces 

l'immunodiffusion ne nous permettra pos de les distinguer. 

Les résultets de la diffusion de nos enti-cetelese contre les 

enti-lg de souris sont présentés à le figure 6. 

De ces résultats, on peut conclure que, si à l'évidence les 

anticorps 7E 11 CBe et 7E 11 CBb n'eppert i ennent qu'à une seule c 1 esse, à 

sevoir celle des lgG2e, per contre, les 7E 1106 sont, quent à eux, sûrement 

polycloneux puisque on peut distinguer deux arcs de précipitetion les 

concernent : les anticorps issus de ce clone eppertiennent à la fois à le 

cl esse des lgG 1 et des lgG2a. 
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FIGURE 6 

Plaques d'f mmunodiffusion permettant de déterminer la classe 
des trots préparat1ons d'ant1corps ant1-catalase. 
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3 = anti-lgG2b 
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c = 7E11D6, 29 µg/ml 
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Plusteurs hypothèses se présentent pour exp11Quer ce fett : 

- Le clone 7E 11 D6, eyrmt êtê d11ué de feçon 11mftente, nous pouvons dès 

lors supposer Que, lors de la fus1on, deux lymphocytes ont fus1onnés evec 

une cellule myélomateuse. 

- 11 peut êge 1 ement s'être produt t un rêerrengement chromosom1 Que 

emenent le productton de deux 1mmunoglobu11nes d1Hêrentes. 

- Deux cellules hybrtdes ont pu croitre l'une â côté de l'outre, ne 

l8iss8nt BpparBître Qu'un seul clone. 

- Enfin on peut également supposer une erreur de sous-clonage. 

Cependant, ces anticorps étant biclonaux, ils ne trouvaient plus 

leur p18ce CIBns notre trava11; nous les 8Yons Clone écartés et nous evons 

poursuivi nos recherches sur 7E 11 C8a et 7E 11 C8b. 

3. LE TITRE. 

11 a été déterminé par ELISA (enzyme linked immunosorbent 

assay). Cette techn1Que permet Cie déterminer la Clilut1on mex1mele â 

l aQuelle on peut encore observer un résultat pos1t1f. On peut exprtmer 

1'act1v1té spéc1f1Que e1·un ent1corps en e11v1sent le t1tre obtenu per la 

concentration. Le titre est 1 ci supén eur â 1 o4, comme 1 e montrent 1 es 

f igures 7 et 8. Par extrapolat1on des courbes, nous obtenons les résultats 

su1vants : 

T1tre Concent. Act. sp. 

(mg/ml) (Un1tés) 

7E 11C6e 29600 3,27 9130 

7E 11C6b 29600 2,04 14600 
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FIGURE 7 

Test ELISA réelisé sur les ont1corps tmt1-catalese 7E 11 C8a. -U'I 
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FIGURE 8 

Test ELISA réalisé sur les anticorps antl-catalase 7E 11 C8b. 



Les deux nnticorps se fixent donc bien sur leur nntigène; 

mnintennnt, il reste à snvoir s'ils nuront une quelconque influence sur 

l'activité de la catalase. 

4. COURBES D'INHIBITION. 

a. Inhibition de l'enzyme pure. 

Une première série d'expériences consistait à mettre en évidence 

l'inhibition de la catalase pure par les anticorps. 

Ces tests ont été réalisés comme décrits dans Matériels et 

Méthodes (pages 31 à 33). Les résultats sont présentés nux figures 9 et 1 O. 

L'inhibition de l'anticorps 7E 11 C8a est peu évidente, et, si elle 

existe, elle est très faible; celle obtenue nvec 7E 11 CBb est, elle, plus 

élevée et pourrait se situer nux environs de 20 1. 

L'inhibition d'une enzyme pnr des anticorps est en général due à un 

effet stérique limitant l'accessibilité du site actif de l'enzyme au substrat. 

Nous avons ici un substrat très petit (H2o2) et il est donc compréhensible 

que l'inhibition soit difficile à obtenir. 

Signalons en passant une très belle courbe d'inhibition de la 

catalase obtenue nvec des anticorps monoclonaux contrôles dirigés contre 

un antigène d'histocompatibilité, et aimnblement fournis par le or J.J. 

Letesson (figure 11). Après vérification, nous avons constnté que cette 

i nhibition était due à la présence d'nzide à O, 1 1 dans la prépnration. 
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FIGURE 9 

Lo cotolose pure o été incubée en présence des onticorps 7E 11 CBo 
préparés â des dilutions cro1ssontes. L'oct1on de l'anticorps est 
exprtmée en pourcentage d"1nh1b1t1on por rapport ou contrôle QU1 
ne contenott pos d'ont1corps. 
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FIGURE 10 

La catalose pure o été tncubée en présence des anticorps 7E 11 C8b 
préparés ~ des dlluttons croissantes. L'action de l'anticorps est 
exprt mée en pourcentage d'I nh1 bit ton par rapport eu contrô 1 e qui 
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FIGURE 11 

Effet de l'inh1b1t1on de la cetelase pure en présence d'une 
prêparation d'ont1corps contre des protéines d'histocomp6t1b111tê, 
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b. loh1b1t1on de Ja cataJase du surnageant de chondrocytes 
bov1ns et de f1broblostes humo1ns. 

Tant sur des chondrocytes bovins cultivés pendant quelques 

générations ou non cultivés que sur des f1broblastes humatns, les anticorps 

ne montraient pas d'inhibition de l'activité enzymatique. Cette activité 

était cependant faible (voir Tableau 1), 16 quantité d'anticorps était donc 

t rès cert6inement en excès. 11 y a très peu de cat616se dans le cytoplasme, 

et les org6nites qu1 contiennent la majeure partie de l'enzyme, les 

peroxysomes, ne se trouvent plus dans le sum6geant récolté putsqu·11 6 été 

centrHugé à 39000 RPM pendant 30 m1n, ces conditions entraînant 16 

sédiment6tion des peroxysomes (voir M6têriels et Méthodes). 

Nous 6vons donc voulu vo1r comment se comport6it 16 C6t616se 

présente d6ns les peroxysomes en testimt les 6nticorps sur le culot. 

c. lnh1bition de la catalase des org6nites subcellulaires. 

Les culots mentionnés ci-dessus présent6ient bien une activité 

plus importante de ta catalase (voir Tableau 1), surtout chez les 

chondrocytes bovins. Sur ces prép6rntions, on peut observer une cert6ine 

inhibition de l'6ctivitê, aussi bien de la catalase de chondrocytes bovins que 

de celle de fibroblastes hum61ns (voir T6ble6u 1). on peut donc en déduire 

que les deux catal6ses, bovine et humaine, ont conservé des êpitopes 

1denttques puisque les ant1corps d1m1nuent leur act1v1té de manière 

semblable. 

Cependant, 1'1nh1 b1t1on, qut se manHeste auss1 bfen pour 7E 11 C8a 

que pour 7E 11 C8b, n·excède P6S 1 0 1, ce QU1 est très faible. 
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Tableau I : 
* Des chondrocytes frais sont des chondrocytes prélevés directement sur le cartilage et non cultivés. 

** Les surnageants et culots sont obtenus après centrifugation des cellules dans du PBS à 39000 RPM 
pendant 30·. 

surnageant** surnageant surnageant culot** de culot de, 
enzyme de chondrocyœs de chondrocytes de fibroblastes chondrocytes fibroblastes 

pure frais* cultivés humains cultivés humains 

Protéines 

- mg/ml 1, 9 1 o-4 I I I I I 

- _µg/ 106 cell. I 56,58 88,46 11 ô, 7 ô 55,42 24,3ô 

Activité: 

- Unités/ml 11560 I I I I I 

- Unités/ 106 cell. I 3,791 10-~ 4,263 10-5 2 044 10-5 I 1,049 1 o-3 3,525 10-4 

g d'inhibition de J,'P.115 oJ,·f 1/25 d,"f,. 1/25 d,"f 1/25 d.-t 1/25 J .l:1/25 

- ?E 11C8a 0 à 10 OàS OàS OàS 5 à 10 1 à 5 

- 7El 1C8b 20 à 30 Oà5 OàS OàS 5 à 10 5 à 10 

...., 
~ 



Comment se foit-il, pourtant, que l'on n'observe pos d'inhibition 

de lo cotolose du sumogeont si foible soit-elle ? Nous ovons postulé ici 

deux hypothèses : 

- il peut y ovoir une modification de lo cotolose du sumogeont por 

ropport d celle des peroxysomes. En effet, étont dons des conditions 

différentes, l'une isolée dons l'enceinte fermée que constitue le 

peroxysome, l'outre libre dons le cytoplasme, les deux enzymes peuvent 

avoir évolué de monière légèrement différente. 

- il se peut égolement que lo cotolose du sumogeont soit protégée 

par d'autres constituants du cytoplosme. 

Rem11rqlle: Par comporoison entre les chondrocytes frois (non 

cultivés) et les chondrocytes cultivés, ces expériences montrent une 

ougmentotion de lo quantité de protéines chez les cellules cultivées, ceci 

étont probablement dû oux conditions artificielles dons lesquelles elles se 

trouvent. En culture, les cellules se divisent activement et synthétisent 

donc plus de constituants que lorsqu'elles se trouvent dons leur tissu 

d'origine. Quont d lo cotolose, so quantité reste du même ordre de grondeur. 

A lo suite de ces expériences, il s·ovéroit peu intéressant 

d'ut i 1 i ser 1 es ont i corps monoc 1 onoux dirigés contre 1 o cota 1 ose pour 1 o 

microinjection, d'abord parce que l'inhibition observée étoit très f oible (de 

5 d 20 :C), et ensuite porce que les ,mticorps injectés dons le cytoplasme 

n·ouroient pos traversé ln membrane des peroxysomes, et n'auraient donc eu 

oucun effet sur l'activité de ln cotolose des peroxysomes qui est ln plus 

importante dons ces cellules. 
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Conc 1 usi on. 

Les anticorps anti-catalase se fixent effectivement bten sur leur 

antigène (vu par ELISA), cependant leur efficactté â inhiber l'activité de 

l'enzyme est faible. cela étant dû probablement à la petttesse du substrat, 

1 e peroxyde d'hydrogène. 

De plus. leur tncapactté à traverser la membrane des peroxysomes 

les aurait rendus inefficaces dtms la cellule. Ils s'avéraient donc peu utiles 

pour les expériences de microinjection. 
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8. LES ANTICORPS DIRIGES CONTRE LA GLUTATHION 
PEROXYDASE. 

INTRODOCTION. 

La glutathion peroxydase est une enzyme tétramérique. Chacune 

de ses sous-unités a un poids moléculaire de 21000. Son site actif 

comprend un atome de sé 1 éni um. On 1 a trouve dans 1 e cytop 1 asme et dans 1 a 

matrice mitochondriale (Flohé, 1982). 

Elle catalyse la réaction suivante : 

ROOH + 2 GSH -------> ROH + GSSG + H20 

Elle joue de ce fait plusieurs rôles primordiaux dans la cellule : 

- elle diminue les dommages causés par le peroxyde d'hydrogène en le 

détoxifiant. Elle complète donc l'action de la catalase. 

- elle maintient l'intégrité des membranes biologiques en réduisant les 

hydroperoxydes formés suite â l'attaque des radicaux libres. En effet, Flohé 

( 1982) a pu montrer qu'une déficience en glutathion peroxydase facilitait 

les lésions au niveau de l'endothélium des vaisseaux sanguins, diminuait la 

formation de PGl 2 et entrainait le vieillissement prématuré des globules 

rouges. 

- e 11 e prévient 1 a mutagenèse chi mi que créée par 1 es peroxydes (Fl ohé, 

1979). 

- elles intervient dans la cascade de l'acide arachidonique menant aux 

prostaglandines (Flohé, 1979). 

La glutathion peroxydase est spécifique pour le substrat donneur 

d'électrons qu'est le glutathion, mais non spécifique quant aux 

hydroperoxydes réduits. 
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On a pratiqué l'immunisation et la fusion telles qu'elles sont décrites 

dans Matériels et Méthodes. Suite o la fusion, nous avons pu remplir 5 

boîtes de 96 puits. On a alors attendu 2 semaines avant de dénombrer les 

cl ones qui poussaient : il y en avait 380. Ceux-ci ont été testés (ELISA) 1 O 

jours plus tord ofin de vérifier leur fixation sur l'enzyme : 18 clones étaient 

positifs. Ensuite, oprès une semaine, on o contrôlé leur pouvoir d'inhibition 

sur l'activité de la glutathion peroxydase : 5 se sont révélés efficaces. 

Parmi ces 5 clones, 4 ont été choisis pour être injecter o des 

souris de manière o produire des ascites et une grande quantité d'anticorps. 

Nous avons étudié ces 4 types d'anticorps qui étaient issus des clones : 

- 1E7B12a 

- 1 E7B3 

- 1E7C10 

- 1 E7B 12b. 

CARACTERISATION. 

Une fois purifiés et concentrés, nous ovons entrepris de 

caractériser ces anticorps en déterminant, comme pour les anti-catalose, 

l eur concentration, leur closse, leur titre et leur pouvoir d'inhibition sur 

l 'enzyme. 



1. LA CON:ENTRATION. 

Leur concentratton a été déterminée la méthode de Lowry et al. 

{ 1951 ). Elle ét8H de : 

Anticorps Concentration 
(mg/ml) 

1E7B12a 4,27 

1E7C10 1,09 

1E763 0,76 

1E7B12b 1,30 

2. LA CLASSE. 

Les résultats de l'immunodiffusion des quatre anticorps réalisée 

contre des anti-lgM, des anti-lgG 1, des anti-lgG2a et des anti-lgG2b sont 

présentés à la figure 12. Ils indiquent clairement que tous les anticorps 

anti-glutathion peroxydase sont des lgG 1, et que tous n'appartiennent qu'à 

une seule classe d'immunoglobulines. Ceci est une indication que chacun 

d'eux est issu d'un seul clone et est donc dirigé contre un seul déterminant 

antigénique. 
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Plaques d'immunodiffusion permettant de déterminer la classe 
ctes quatre préparations d"ant1corps anti-glutathion peroxydase. 

a 

a 

b C 

1 • anti-IgG 1 
2 = anti-IgM 
3 = anti-IgG2b 
4 = anti-IgG2a 

C 

b 

a 

3 

C 

a 

4 

b 

C 

a= t E7B t 2a, 430 µg/ml • b :: 1 E7B 12e, 66 µg/ml 
c = 1 E7B 12e, 43 µg/ml 
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3. LE TITRE. 

Les graphiques obtenus d'après 1 e dosage réalisé par 1 a méthode 

ELISA en fonction de 1 a di 1 ut ion de 1 ·anticorps considéré sont présentés dans 

l es figures 13 à16 . 

Ils nous ont permis de déterminer la dilution maximale à laquelle 

on peut encore avoir une fixation de l'anticorps sur l'enzyme. 

Titre Concent. Acti v. spéc. 
(mg/ml) (Unités) 

1E7B12a 37200 4,27 8700 

1E7B3 50800 0,76 66800 

1E7C10 23500 1,09 21600 

1E7B12b 32600 1,30 25000 

4. COURBES D'INHIBITION. 

a. Sur 1 e sang de boeuf. 

~: L'enzyme pure étcmt un motériel très précieux, nous 

ovons réolisé ces inhibitions sur l'enzyme des érythrocytes bovins, où elle 

se trouve en obondonce. 

o.1. En utilisont le TBHP comme substrot. 

Les différentes courbes d'inhibition obtenues ovec les quotre 

clones sont reproduites oux figures 17 d 20. 

61 



I 
~ 

i 
~ 

0,4 .-------------------------~ 

t( 

0,3 

0,2 

0,1 -t------r--------,..-------------.J 
2 4 

log dilution 

FIGURE 13 
Test ELISA réalisé sur l'anticorps monoclonal anti-glutathion 
peroxydase I E7B 12 1:1 . 
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FIGURE 14 

Test ELISA réalisé sur l'onticorps monoclonol ontt-glutothion 
peroxydase 1 E7B3. 
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lo9 dilution 

FIGURE 15 

Test ELISA réalisé sur rantlcorps monoclonal anti-glutathion 
peroxydose 1 E7C 1 O. 
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2 3 4 

109 dilution 

FIGURE 16 

Test ELISA réalisé sur l'anUcorps monoclonal anti-glutathion 
peroxydf!se 1 E7B 12b. 
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FIGURE 17 

Les ent1corps monoclonaux anti-glutathion peroxydase 1 E7B 12a 
ont été incubés en présence de l'enzyme qui se trouvait dans le 
sang de bovin. L'action de l'anticorps est exprimée en pourcentage 
par n1pport au contrôle qu1 ne contenait pas d'anticorps. en 
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FIGURE 18 

Les anticorps monoclonaux antl-glutathion peroxydase 1 E7B3 
ont été tncubés en présence de l'enzyme qui se trouvait dans le 
sang de bovin. L'action de l'anticorps est exprimée en pourcentage 
par rapport au contrôle qui ne contena1t pas d'anticorps. en ...., 
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FIGURE 19 

Les onticorps monoclonaux anti-glutathion peroxydase _1 E7C 1 O 
ont été incubés en présence de l'enzyme qui se trouvait dans le 
sang cle bov1n. L'act1on de rant1corps est expr1mée en pourcentage 
p6r rapport au contrôle qut ne contenait pos d'anticorps. = 0CI 
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FIGURE 20 

Les anticorps monoclonaux anti-glutathion peroxydase 1E7B12b 
ont èté incubés en présence de l'enzyme qui se trouvait dans le 
sang de bovrn. L'action de l'anticorps est e><primée en pourcentage 
par rapport F.IU contrôle qu1 ne contenait pas d'anticorps. 
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Certaines indications peuvent être tirées de ces résultats: 

- on n'arrive jamais à une inhibition totale de l'enzyme même avec de 

faibles dilutions des anticorps. 

- 1 e maximum d'i nhi bit ion obtenu est de 60 1 avec t E7B t 2a et 

1E7B t 2b. 

- le pouvoir d'inhibition de t E7B3 et t E7C 1 0 est plus faible que les 

deux autres anticorps (60 1 au maximum). 

- la dernière dilution à laquelle on observe encore une inhibition est 

d'environ : 4900 pour t E7B t 26 

6200 pour 1E7B3 

1500 pour 1E7C10 

2600 pour 1 E7B 12b. 

Elle est donc variable selon l'anticorps considéré. 

- l'inhibition obtenue par ces anticorps est relativement importante 

(60 à 60 1), ce qui suggère un effet stérique important sur le substn:'lt. 

Comme nous recherchions un maximum d'inhibition, nous voulions tester des 

combinaisons de plusieurs de ces anticorps en présence de l'enzyme. Comme 

nous disposions de quatre anticorps, plusieurs combim~isons étaient 

possibles : nous en avons choisi une arbitrairement par le mélange molaire 

de 1 E7B 12a et 1 E7C 1 0 à une concentrarion de départ de 0,67 mg/ml (figure 

21). 

Le résultat escompté n'était pas du tout atteint, bien au contraire. 

En combi mmt un anticorps de pouvoir i nhi bi teur ·fort· ( 1 E7B 126) et un 

autre plus ·f6ible· (1E7C10), nous obtenions un graphique (figure 21) 

ressemblant à 1 E7C 1 0 seul (figure 19). L'hypothèse que nous avons alors 

émise était que t E7C t 0 avait plus d'affinité pour 16 glutathion peroxydase 

et que, se fixant le premier sur l'antigène, il empêchait le fixation du 

second anticorps. Cela peut se comprendre si on imagine que chaque 

anticorps monoclonal, de 150000 de poids moléculaire, peut se fixer sur 

chacune des sous-unité de l'enzyme qui a un poids moléculaire de 85000. Si 
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les deux détennimmts antigéniques sont proches il est sans doute difficile 

de fixer un deuxième anticorps. Celui qui a le plus d'affinité se fixera le 

premier et détenninera ainsi le pouvoir d'inhibition. 

Nous avons alors réalisé la même expérience, mais cette fois en 

choisissant les deux anticorps qui donnaient la plus forte inhibition, à une 

concentration de départ de 0,65 mg/ml (figure 22). On remarque que 

l'inhibition atteinte est cette fois de 80 :C, c'est-à-dire semblable à celle 

obtenue avec chacun des deux anticorps pris séparément. On ne parvient 

donc pas à augmenter l'inhibition en additionnant deux anticorps. 

Nous avons alors essayé d'inhiber davantage la glutathion 

peroxydase par la combinaison de trois (à une concentration de0,40 mg/ml, 

sans dilution) puis de quatre anticorps (à une concentration de0,31 mg/ml, 

sons dilution) (figures 23 et 24). 

Les résultats ne sont pas meilleurs que ceux obtenus pour les 

anticorps isolés. Le raisonnement développé pour expliquer le premier 

résultat apparaît donc comme correct. Tout se passe comme si un seul 

anticorps pouvait se fixer par sous-unité d'enzyme et c·est celui qui a le 

plus d'affinité pour son détenninant antigénique. Dans les exemples 

montrés aux figures 21 à 24, il s'agirait de l'anticorps 1E7C10, puisque, 

lorsqu'il est présent (figures 21, 23 et 24), les courbes d'inhibition 

ressemblent à celles obtenues avec l'anticorps pris séparément. 

a.2. En ut i 1 i sant H202 comme substrat. 

L'ensemble des expériences précédentes a été réalisé en utilisant 

le tert-butylhydroperoxyde (TBHP) comme substrat de la glutathion 

peroxydase. Nous nous sommes alors posé la question de savoir si en 

utilisant un substrat plus petit, comme par exemple le peroxyde 

d'hydrogène, nous allions encore obtenir la même inhibition. 

Nous avons donc testé l'effet de l'anticorps 1 E7C 1 O sur 1 a 

glutathion peroxydase en utilisent H2o2 comme substrat : l'inhibition de 
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L'expérience d'inhibiUon de la glutathion peroxydase e été 
réalisée par un mélange des anticorps monoclonaux anti­
glutethion peroxydase 1 E7B 12e et 1 E7C 1 O. 
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FIGURE 22 

L'expérience d'inhibition de la glutathion peroxydase a été 
réa11sée par un mélange des anticorps monoclonaux anti­
glutathion pero>:ydase 1 E7B 12a et 1 E7B 12b. 
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FIGUi;-E 23 

L'exoértence d'inhibition de la glutathion peroxydase a été 
réalisée par iJn mélange des anticorps monoclonaux anti­
glutat.hion peroxydase 1 E7B 12a, 1E7C10 et 1 E7B3. 
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FIGURE 24 

L'expênence d'inhibition de la glutathion peroxydase a été 
réalisée par un mélange des anticorps monoclonaux anti­
glutathion peroxydase 1 E7B 12a, 1E7C10, 1 E7B3 et 1 E7B 12b. 
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l'activité de l'enzyme est plus foible que celle observée en présence de 

TBHP (figure 25). Ce test n·o été réalisé qu·en présence d'un seul anticorps 

moi s les résultats sont très significatifs. 

Lo différence d'inhibition s'explique bien si l'on considère lo toille 

des deux substrats. En effet, le peroxyde d'hydrogène, plus petit que le 

TBHP, diffusera plus facilement vers le site actif de l'enzyme, ttmdis que le 

TBHP, plus imposant, subira davantage l'effet de l'encombrement stérique 

indui t par la présence d'un anticorps fixé sur l'enzyme. L'inhibition 

observée est donc probablement bien d'ordre stérique, comme d'ailleurs la 

plupart des effets inhibiteurs des anticorps sur les enzymes. Ce résultat 

entraîne cependant une outre conséquence : dans lo cellule, la glutathion 

peroxydase ogit sur des hydroperoxydes o chaînes relativement longues et 

on peut donc imaginer que dons ces conditions, l'inhibition par les anticorps 

sera ou moins oussi importante que dons l'exemple du TBHP. 

b. Test d'inhibition de l'enzyme du sumogeont de fibroblostes 

humains. 

Nous avons testé le pouvoir inhibiteur des quotre anticorps anti­

glutathion peroxydase sur des sumogeonts de fibroblastes humains, selon 

lo technique décrite dons ·Motériels et Méthodes· (poges 29 o 31). 

Comme le montrent les résultots du Tobleou Il, aucun ne 

provoquoit une diminution de l'activité de l'enzyme dons ces conditions. 

De telles expériences nous suggèrent que les séquences en ocides 

ominés de lo glutothion peroxydase bovine et de lo glutathion peroxydose 

humoine sont suffisamment différentes pour que les épi topes ne soient plus 

reconnus por les anticorps. Cette hypothèse n'est cependant pos vérifiable 

actuellement puisque, si lo séquence en ocides ominés de lo glutathion 
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lnh1b1tton de la glutath1on peroxydase obtenue en présence 
d'anticorps monoclonaux 1 E7C 1 O et en mesurant 1'act1vHé de 
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TABLEAU Il 

Effet inhibiteur des divers anticorps anti-glutathion 
peroxydase sur l'activité de l'enzyme présente dans des 
surnageants cellulaires. 

sang surnageant de surnageant de 
de boeuf chondrocytes chondrocytes 

frais cultivés 

Protéines: 

- mg/ 106 cell / 56,56 66,46 

~ctivité de la 
Gpx: 

- Unités/ml 25,36 / / 

- U / 106 cell / 2 71 10-2 
I 

2 39 10-2 
I 

i d'inhibition de dil. 1 /5 dil. 1 /25 dil. 1 /25 

- 1E7B12o 65 63 56 

- 1E783 61 50 40 

- 1 E7C 10 62 54 47 

- 1 E7B 12b 76 57 50 

- 1 f 7B 120.,.C 10 46 I I 

- 1E7812a+b 61 I I 

- B 12o+B3+C 10 56 I / 

- 4 Antic. 62 I I 

76 

surnageant de 
fibroblastes 

humains 

116,76 

/ 

2 35 10-2 
I 

dil. 1/25 

0 

0 

0 

0 

I 

I 

I 

/ 



pero:.'{ydase bovine n été publiée (Günzl er et 61., 1984), on ne connn ît pas 

encore celle de ln glutathion peroxydase humaine. 

c. Test d'i nhi bit ion de 1 ·enzyme du surnageant de chondrocytes 

bovins. 

Ces expériences étaient nécessaires en tant que préliminaires d 

l o microinjection. Nous avons démontré que les nnticorps sont actifs (en ce 

sens qu'ils diminuent l'activité de l'enzyme) sur les érythrocytes bovins, 

mois encore fout-il qu'ils le soient sur les chondrocytes, cellules qui 

allaient être utilisées lors de ln microinjection. 

Les résultots présentés dons les grophiques ci-après (figure 26 o 
29) sont conformes d ce que nous attendions. L'inhibition obtenue aussi bien 

sur des chondrocytes prélevés directement sur des cartilages et non 

cultivés que sur des chondrocytes cultivés pendant cinq générations est du 

même ordre de grandeur que celle réBlisée sur les érythrocytes. 

11 existe parfois de petits écarts entre les diverses expériences 

mois il fout savoir qu'elles ont été réalisées séparément et qu'une variation 

de quelques pourcents peut être observée d'une fois à l'outre. Nous ne 

pensons donc pas qu'il faille interpréter ces légères différences comme 

significatives de différences de sensibilité de ces enzymes aux anticorps. 

Une fois ces expériences faites et les résultats sur l'enzyme des 

globules rouges bovins confirmés par les expériences sur les chondrocytes, 

nous pouvions utiliser les chondrocytes pour les expériences de 

mi croi n j ect ion. 
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FIGURE 26 

Inhibition de la glutathion peroxydase en présence des anticorps 
rncnoc1oneu~~ 1 E7B 12e sur les érythrocytes (□), sur des 
chondrocytes non cultivés~, et sur des chondrocytes cultivés 
pendant 5 générations • . 
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FIGURE 27 

Inhibition de la glutathion peroxydase en présence des cmticorps 
monoclonoux 1E7C10 sur les érythrocytes(□), sur des 
chondrocytes non cultivés C., et sur des chondrocytes cultivés 
pendant 5 générations C.. 
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FIGURE 25 
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Inhibition de le glutothion peroxydose en présence des anticorps 
monoclonaux 1 E763 sur les érythrocytes(□), sur des 
chondrocytes non cult1vès ~ . et sur des chondrocytes cultivés 
pendont 5 générations•· 
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FIGURE ~9 

1 nhHll t ion de 1 a gl utath1 on peroxydase en présence des anticorps 
monoclonaux 1 E7B 12b sur les énJthrocytes (□), sur des 
chondrocytes non cultivés (t), et sur des chondrocytes cultivés 
oendant 5 générations (l(i. 
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UTILISATION DES ANTICORPS POUR LA HICROINJECTION DES CtllNDROCYTES. 

Au terme de ces expériences de caractérisation, nous pouvions 

commencer les premières expériences d'utilisation des anticorps 

monoclonaux contre la glutathion peroxydase, c·est-à-dire inhiber l'enzyme 

dans les cellules grâce à l'injection de ces anticorps et observer l'effet 

physiologique de cette inhibition sur le comportement cellulaire. 

Nous avons choisi, pour l'injection, la combinaison des deux 

anticorps grâce auxquels nous obtenions la meilleure inhibition de l'enzyme 

à savoir 1 E7B 12a et 1 E7B 12b, à une concentration de 1 mg/ml, et nous 

avons suivi les cellules injectées pendant une semaine en les cultivant sous 

une atmosphère normale (5 1 co2, 95 1 air). 

De ces expériences (figure 30), il ressort que : 

- les chondrocytes injectés avec du tampon se comportent de la même 

façon que les chondrocytes non injectés, donc l'injection par elle-même 

n'altère pas la viabilité des cellules. 

- ces chondrocytes ont été cultivés à très faible densité (0,56 cellule 

/ mm2) et dans ces conditions ils ne se multiplient plus, contrairement aux 

fibroblastes (C. Michiels, 1985). 

- les cellules injectées avec des anticorps dirigés contre la glutathion 

peroxydase meurent plus rapidement que les autres et cela pendant les trois 

premiers jours. Par la suite, les droites correspondant aux cellules 

injectées avec des anticorps, avec du tampon et non injectées deviennent 

parallèles; la mortalité des cellules se stabilise et devient donc identique 

dans tous les cas. Cela peut s'expliquer quand on sait que la plupart des 

protéines injectées dans des cellules sont autophagocytées après deux à 

trois jours selon la nature de la molécule introduite, comme l'a montré 

Stacey ( 1977) sur des cellules Hel a. Après trois jours, nous pouvons dès 
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FIGURE 30 

Survie des chondrocytes, exprimée en pourcentage de cellules 
vivontes por ropport ou nombre de cellules injectées, en fonction 
du temps de culture après 1'inject1on. Pour chaque expérience, 35 
chondrocytes ont été injectés avec des anticorps onti-glutathion 
peroxydase ~; d'autres ont été injectés avec du tampon(□) et 
certains n'ont pas étè injectés (If. 
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lors supposer que nos anticorps ont été neutralisés. 11 est donc logique de 

ne plus observer de différence dtms la mortalité des cellules injectées avec 

des anticorps par rapport il celle des deux 8utres types de cellules 

(injectées avec du tampon et non injectées). 

L'extr8polation de la courbe de survie obtenue entre trois et huit 

jours 8U temps zéro d'injection indique que 23 i des cellules sont mortes 

au cours des trois premiers jours suite il l'injection des anticorps. 

Le contrôle obtenu en injectant des lgG ·normaux· avait été 

réalisé dans une expérience préliminaire et les résultats étaient identiques 

aux cellules injectées avec le tampon; ce contrôle n'a plus été refait dans 

cette expérience. Ceci confirme d'ailleurs les nombreuses expériences 

réalisées au laboratoire qui nous montrent que les cellules supportent très 

bien des injections de protéines comme le cytochrome b5 (V. Hénin), 

d'enzymes antioxydantes (M. Raes), d'anticorps (C. Michiels) et même de 

mitochondries losqu'elles sont d8ns un bon état physiologique (P. Corbisier). 

D8ns tous ces cas, la mortalité des cellules due d l'injection varie de O d 5 

i environ. 
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Chapitre 4: CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES. 

En conclus1on, 11 apparaît Que 1'1nject1on d'enttcorps ent1-

glutathion peroxydase, dont nous 8Yons montré l'effet inhibiteur 

tmportant sur l'enzyme, peut entraîner, au cours des .trots premiers jours 

après l'injection, une morte11té importante chez les chondrocytes 

tnjectés. Cette obserYetion, bien que pré11mineire, ouYre une série de 

perspectiYes intéressantes quant 6 rut111set1on de ces anticorps comme 

moyen d'étude de nmportence des phénomènes redicete1res dens le 

dégénérescence des cellules. En effet, rut111setlon de ces anticorps 

permet de diminuer spéc1f1quement une des défenses prtnc1peles de le 

cellule contre les etteques red1celeires et donc de conneître son 

importance physiologique. Cette epproche est complémenteire è une 

série de traYaux, déjà réalisées dans notre laboretoire (Rees et 61., 

1987), qui consistaient à augmenter les défenses cellulatres en 

injectent les différentes enzymes entioxydentes - seules ou combinées -

dans le cellule, soumise d des conditions stressantes rt'hyperoxte. 

L'analyse de l'effet protecteur ainsi obtenu révèle d'e111eurs que c·est ta 

giutathion peroxydase qui montre l'effet protecteur le plus marqué. Des 

expért en ces suppl émenta1 res d'1 n J ect 1 on d'ent 1 corps ont 1-gt utath1 on 

peroxydase devraient donc permettre de mieux situer le rôle de le 

glutathion peroxydase dons le protectton contre le stress oxydattf. 

Enftn, nous oyons choist d'1njecter les enttcorps ent1-

glutath1on peroxydese dens un type celluleire perticulier, le chondrocyte. 

ln YiYo, les chondrocytes se déYeloppent dens un t1ssu faiblement 

vascul eri sé et donc dans un envt ronnement peuYre en oxygène, 1 e 

certnege. 
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Dons un premier temps, nous pensons que les emticorps prépcrés pourront 

se révé 1er ut il es pour défi ni r l'i mportence des phénomènes redi ce 1 ei res 

dens le physiologie normale des chondrocytes. Le comparaison evec les 

cellules fibroblestiques nous permettre également de mieux mettre en 

évidence comment différents types cellulaires régulent leur 

métebo 1 i sme ent i-oxydet if. 

Pour observer plus finement ces problèmes de régulation de 

l'expression des enzymes ,mti-oxydentes et pour permettre une 

observetion è plus long terme (nos enticorps étent rendus inefficients 

trois jours au plus après l'injection), on pourra foire appel eux 

techniques de clonage de l'ADN et obtenir l'ARN et le cDNA correspondent 

èi la glutathion peroxydese. Les cDNA de le superoxyde dismutese et de ltJ 

cataltise ont déjà été isolés et sont disponibles (Hallewell et t1I., 1985; 

Furute et t1/, 1986). 

Dtins un second temps, les enticorps enti-glutethion 

peroxydese devrciient êgcilement nous permettre de mieux comprendre 

certaines pathologies du certilege telles que le polyerthrite rhumatoïde. 

En effet, lors de cette meledie, l'inflemmetion ective une série de 

processus produisent entre outres des rediceux dérivés de l'oxygène en 

quentité importente. Ces rediceux peuvent einsi eltérer le métebolisme 

des chondrocytes, contribuent eux conditions pethologiques. 

En conclusion .. rutil1setion de techniques performentes telles 

que le microinjection .. cissociées eu clonege génétique, devreit nous 

permettre de mieux comprendre le rôle de le glutethion peroxydese einsi 

que se réguletion .. en fonction de l'environnement cellulciire, de l'étcit de 

différenciation et de certaines conditions pathologiques. 
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